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論文内容の要旨
N末端にピログルタミル議 (pGlu) をもっペプチド(例えばチロトロビン放H~ ホノレモン)は，通常のア
ミノベプチグーゼには加水分解されな L 、。ピログルタ~ JレベプチダーゼーI(PGP・1)はN末端pGluを特異的
に遊離する。 PGP-IはPCMBなどの有機水銀化合物や，活性残基であると思われるシステインを部iu特異
的変異法によってセリンにかえると活性を失うことからシステインプロテアーゼであることが知られてい
た。 4種類の由米の誠なるPGP・Iの・次構造が現在知られており，それらの比較からCys-Hisを含むcatalytic
diadあるいはtriadが活性本体であることが予怨された。しかしながら，活性部位を含むその 3次元構造に
関する研究はほとんと、行なわれていなかったο またやGP-Tは，他のプロテアーゼと一次構造の相同性を持
たないことから新規な 3次元構造が期待されたのでX線結晶構造解析を試みた。今日用いた試料は.sαcillus
αmyloliquef，α.Clens由来で‘大腸商に大量発現さ廿たものを用いた。 PGP・Iはアミノ酸銭基数は215残基で分
子量は約21kDaである。また分fふるいを用いた実験結果からは溶液巾ではdirnerとして存在することが推
定されている。
結品化はp1I6.550mMカコジル酸ナトリウム， 100mM酢酸マグネシウム， 10%w/vP日G~OOOでhangìng
drop蒸気拡散法を用いておこなった。弔問群P2t.格子定数α=78.7.b="81.2. c:=69.2A.β=92.60， z=-= 
8 (非対称単位中に 4個のPGP-I分子が存イE)。童保子置換法 CPCMHを用いてSIR+ASで位相決定)を用
い構造を決定した。解析には主にプログラムPIIAS~~S と x-刊~Ol{を用いた(1.6Ä分解能. R=21.6%. frec 
R=26.0%) c 
PGP-J は結品中では非結品学的222の対称を持つ 4量休構造をとっている。この 4量体の中心には10λ程
度の火が空いており令体としてドーナツのような構造をしている。 4量体の各分子の活性部位はドーナツ
の内自!IJを向いている。 PGP-Iの基質は数疲基から十数残基程度のペプチド性ホルモンでありこの穴は基質
が十分出入りできる大きさである。つまり 4量体として存花しでも酵素活性保持されることが予想される。
単単体は α/β構造を中心としており， 1次構造の相同性は全くないにもかかわらず， foldingは
subtilisinなどと比較的似ている。このドGP-Iには単量体あたり 2個のシステインがあるが， Cys144が活
性残基でJることが報告されているの今副の僻析の結果活性部位にはCys144-His16b-Glu81からなる
Catalytic triadがある。また活性~!~仙のすぐ近くにpGluが認識されると思われる疎水孔(81 pocket)が存
在する。他のシスティンプロテアーゼと同様に，活性中心にはCys-IIis-Gluからなるcatalytictriadが存
在するが，ババインやキモトリプシンとは県なった3次元構造を有することなどが解った。
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論文審査の結果の要旨
ピログルタミルペプチダーゼ (PGP-Dは，ペプチドホルモン〈甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン，黄
体形成ホルモン放出ホルモン，ボンベシン等)のN末端に存在するピログjレタミル基 (p-Glu)を遊離する
酵素である。 .PGP-lはこれらのペプチドホルモンの分時だけでなく，ペプチドホルモンによ不シグナルを
制御していると考えられている。 Bαcillusαmyloli(JuesαClens由来のピログルタミ jレペプチダー ゼ・Iは， 215 
残某のアミノ酸からなり.その分子量は約24.000である。 PGP-Iはシステインプロテアーゼであることが知
られていたが，活性部位の触媒基の配置.基質認識機構については全く解っていなかった。またPGP-Iと
他のプロテアーゼの聞には，一次情造上の類似性がまったく無く. PGP-Iは新規な立体情造を持つことが
予想された。本論文は.X線結晶解析法によりPGP-Iの高次構造を決定し，さらに分子動力学計算により作
成したPGP-I・p-Glu・His複合体モデルに基づいて.PGP-lの基質認識機構と活性部仲，における基質ータン
パク相互作用を明らかにしたものである。
大腸菌を用いて大量発現したPGP-Iを試料として結晶化を行い.X線解析に適する結晶を得た。空間群は
P21に属し格チ定数はα=78.7，b=81.2， c=69.2A.β=92.6。であった。位相決定は困難であったが， 1 
種類の重原子誘導体 (SIR十AS)を用いて立体構造モデルを作成することに成功した。束縛最小二乗法に
より1.6λ分解能レベルで，精密立体構造を決定した。結晶中において.PGP-Iは非結晶学的222対称を持
つ4量体として存在しその中央には約10λの空孔が存在している。 PGP-Iの基質であるペプチドホルモ
ンはこの空孔に十分入ることができるサイズであり， 4量体を構成する各サブユニットの活性部位がこの
空孔の内側に面していることから，溶液中においてもPGP-Iは4量体として存在することが予想される。
各サフゃユニ・γ トはopen型のα/β構造に折りたたまれており， 5本のα.ヘリックスに取り開まれたβ.シー
トがi掠水コアを形成している。活性中心はCys144，His168， Glu81の3残基からなるcatalytictriadで・ある。
基質のp-Gluを結合する81ポケットは練水性残基で構成されている。 S1ポケット以外には，基質の主鎖を
認識する特定部位は活性部位に存在せず， PGP-I1J:>p-Glu基以外の基質特異性を持たないことと一致する。
全体構造がPGP-Iに似たタンパク質が存在するが，活性部位を構成する残基の種類と位置が異なっており，
PGP-Iは新しいタイプのシステインプロテアーゼであることがわかった。
以上のように，本論文は， PGP-Iの高次構造を明らかにし，基質ータンパク相互作用の機構を解明した
ものであり，構造化学の発展に寄与する多くの成果を得ており.博士(理学〉の学位を授与するに値する
ものと審査した。
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